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略語 
 
3-PG  glycerate 3-phosphate 
ADP  adenosine diphosphate 
ATP  adenosine triphosphate 
cDNA  complementary DNA 
CE- TOF/MS capillary electrophoresis time-of-flight mass spectrometry  
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ECAR  extracellular acidification rate 
F6P  fructose 6-phosphate 
FBS  Fetal Bovine Serum 
GEO  gene expression omnibus 
HIF-1  hypoxia Inducible Factor-1 
HnRNP  heterogeneous nuclear ribonucleo- protein 
MCM  minichromosome maintenance 
OCR  oxygen consumption rate 
ORC  origin recognition complex 
PBS  phosphate buffered saline 
PDAC  pancreatic ductal adenocarcinoma 
PEP  phosphoenolpyruvate 
PVDF  polyvinylidene fluoride 
RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 
SAT1  spermidine/spermine N1-acetyltransferase 1 
shRNA  short hairpin ribonucleic acid 
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siRNA  small interfering ribonucleic acid 
SRM  spermine synthase 
TBS  Tris-buffered saline  
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要約 1 
背景 癌細胞では好気性の環境下においても，嫌気呼吸による解糖系の亢進と2 
乳酸生産の上昇がみられる。ワーブルグ効果として知られるこの現象に，癌組3 
織で選択的に発現するピルビン酸キナーゼ typeM2（PKM2）が，重要な役割4 
を担っていることが近年報告されている。膵臓癌においても PKM2 の発現上5 
昇すること報告されている一方，その生物学的機能は未解明である。そこで本6 
研究では，膵臓癌における PKM2 の発現とその役割の詳細を明らかにするこ7 
とを目的に実験を行った。 8 
方法 膵臓癌部と非癌部を mcrodissection 法により切り出し，RNA を抽出し9 
て RT-PCR により PKM2 の発現を解析した。膵臓癌細胞株に siRNA および10 
shRNA を導入した PKM2 発現抑制株を使用して機能解析を行った。遺伝子発11 
現はマイクロアレイ、細胞のエネルギー代謝の変化はフラックスアナライザー，12 
細胞内代謝産物は CE- TOF/MS により解析した。 13 
結果 PKM2 の mRNA の発現は正常な膵管上皮に比べ有意に上昇しているこ14 
とが明らかとなった。RNAi を用いて PKM2 の発現を抑制すると，細胞増殖，15 
細胞移動能，そして造腫瘍能が抑制されることが分かった。さらに解糖系の活16 
性が抑えられ，代謝産物のうち特にピルビン酸とポリアミンの生産が低下した。17 
また、マイクロアレイの結果から，PKM2 は細胞周期を進行させる遺伝子の発18 
現と関連のある可能性が示された。さらに、ROS 生成は PKM2 の発現抑制に19 
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より上昇することが分かった。 1 
結論 PKM2 の発現亢進は，膵臓癌の進展と維持に必要な代謝機能に重要な2 
役割を果たしており，膵臓癌進展の機序解明および治療標的の一つとなりうる3 
可能性が示された。 4 
  5 
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研究背景 1 
膵臓癌は予後が最も悪いがんの一つであり，5 年生存率は僅か 6%にとどまる2 
1)。本邦におけるがんの部位別死亡統計では男女計 4 位に位置する 2)。この大き3 
な要因として，膵臓癌の早期発見が困難であることと有効な化学療法が確立さ4 
れていないことが挙げられる。ステージⅠで発見された場合，膵臓癌患者の 5 年5 
生存率は 40%となるが，膵臓癌がステージⅠで発見されるのは，膵臓がん患者6 
全体のわずか 8%程度でしかない 1, 3) 2)。そのため，膵臓癌の予後向上には早期7 
発見と効果的な治療のための技術開発が必要不可欠である。  8 
  がん細胞の一つの特徴として，糖代謝の再構築が挙げられる。非増殖性細胞  9 
（non- proliferative cell）の場合，好気的条件の時には酸化的リン酸化が，嫌気10 
的状態の時には解糖系がそれぞれ活性化される 4)。一方がんや増殖性細胞  11 
（proliferative cell）  の場合，たとえ好気的条件下であっても大量のグルコー12 
スを消費しながら乳酸を生成する解糖系によってエネルギーを得ており，好気13 
的解糖，またはワーブルグ効果と呼ばれている。ワーブルグ効果の制御にピルビ14 
ン酸キナーゼタイプ M2（PKM2）が重要な役割を担っていることが示唆されて15 
いる 5, 6)。ピルビン酸キナーゼ （PK）は解糖系の最終工程を制御している酵素16 
で，ホスホエノールピルビン酸   （phosphoenolpyruvate; PEP）と ADP から17 
ピルビン酸と ATP を合成する。ピルビン酸キナーゼには L, R, M1 そして M218 
の 4 つの異性体があり，それぞれ臓器特異的に発現し，その働きは高度に制御19 
されている 6)。たとえば PKL は肝臓， PKR は赤血球，PKM1 は分化した組20 
織や筋肉，心臓や脳，そして PKM2 は胚細胞やがん細胞で発現している 7, 8)。 21 
 PKM1および PKM2の発現は、エキソン 9（PKM1）またはエキソン 10（PKM2）22 
の相互排他的な二者択一のスプライシングによって制御されている 9)。PKM2 の23 
発現時には、3 種類のヘテロ核リボ核タンパク質；hnRNP（hnRNPI、hnRNPA1、24 
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hnRNPA2）が、エキソン 9 に隣接する配列に結合してスプライシングを促し、1 
結果としてエキソン 10 が含まれるようになる。こうした転写制御による PKM22 
の発現促進は c-Myc や 9, 10)低酸素誘導因子 HIF-111) 12)などにより亢進される。 3 
癌組織において PKM2 が高発現していることは，膵臓癌のほかに肺癌、乳癌、4 
大腸癌、舌癌など様々な癌種で報告されている 13, 14)。PKM2 ノックダウン細胞5 
において酸素消費量が上昇する一方、グルコース消費量および乳酸生成が低下6 
すること、さらに PKM2 を再発現させると細胞増殖能と造腫瘍能が向上するこ7 
とが免疫不全マウス上で証明されていることから 5)，PKM2 はワーブルグ効果8 
を調整することで腫瘍形成を増進させている可能性がある。加えて PKM2 はピ9 
ルビン酸キナーゼとしての機能だけではなく，共活性化因子やプロテインキナ10 
ーゼとしての役割も示唆されている 8, 13)。例えば HIF-1 とともに癌の糖代謝を11 
再構築したり 11)，ヒストン H3 の Thr11（H3-T11）をリン酸化することで cyclin 12 
D1 と c-Myc の発現を制御し，G1-S 期への細胞周期の移行誘導，染色体分離，13 
そして腫瘍形成を促進したりすることが報告されている 15), 16)。 14 
膵臓癌と PKM2 の関係については，PKM2 の発現と予後の関係 17)，ワーブル15 
グ効果亢進 14)，HIF-1 を介した血管新生 18)などの報告がある。しかし、膵臓癌16 
における代謝酵素としての PKM2 の生体的役割に関する詳細な報告はなく，17 
PKM2 と癌進展への関与については未解明の部分が多い。さらに癌特異的な代18 
謝を制御する PKM2 を標的とすれば，膵臓癌に対する新たな治療方法を確立で19 
きる可能性がある。そこで本研究では膵臓癌の進展・維持および代謝における20 
PKM2 の役割を解明することを目的として実験を行った。 21 
  22 
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研究目的 1 
本研究は，PKM2 の膵臓癌の進展・維持および代謝における PKM2 の役割を2 
解明することを目的に以下の項目を検討した。 3 
1. 膵臓癌臨床組織およびがん細胞株における PKM2 の発現 4 
2. PKM2 ノックダウン膵臓癌細胞株の形質変化 5 
① in vitro における表現型解析 6 
② in vivo における表現型解析 7 
3. PKM2 ノックダウン膵臓癌細胞株の遺伝子・代謝等の変化 8 
① 遺伝子解析 9 
② 代謝経路解析 10 
③ 代謝産物解析 11 
④ 活性酸素（ROS）の測定 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
  18 
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研究方法 1 
 2 
腫瘍組織のマイクロダイセクション 3 
膵臓癌組織サンプルは宮城県立がんセンターで切除され，組織学的に診断さ4 
れた 10 症例（高分化型管状腺癌 6 例および中分化型管状腺癌 4 例）の病理標本5 
を使用した。組織はホルマリン固定パラフィン包埋組織を，厚さ 10μm に薄切6 
した後，Leica CIR MIC system（Leica Microsystems，Germany）を用いて，7 
1 検体あたり 10 か所ずつ microdissection を行い，目的の組織を切り出した。8 
膵癌組織からは膵癌部（n=10）の他に正常膵管上皮（n=5）をそれぞれ切り出し9 
た。回収したサンプルから Recover All™ Total Nucleic Acid Isolation Kit10 
（Ambion, Austin, TX, USA）用いて Total RNA を抽出した。なお、本研究に11 
おける検体の使用は宮城県立がんセンター倫理審査委員会の承認（MCC：24-38）12 
を経て行われた。 13 
 14 
細胞培養  15 
膵臓癌細胞株は AsPC-1, PANC-1, MIAPaCa-2 を用い，いずれも American 16 
Type Culture Collection（Manassas, VA, USA）より購入した。これら細胞株17 
は 10%のウシ胎児血清（FBS; EuroClone, Milano, Italy），およびペニシリン-18 
ストレプトマイシン（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）を加えた DMEM （Wako 19 
Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）の培地を用いて，37 °C，5 % CO220 
のインキュベーター内で培養した 21 
 22 
RNA 干渉法による PKM2 の発現抑制 23 
PKM2 の一時的な発現抑制には siRNA を用いた（Nippongene, Tokyo, 24 
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Japan）。ネガティブコントロールには Universal negative control siRNA1 
（Nippongene）を用いた。siRNA の導入は Lipofectamine RNAiMAX2 
（Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, USA）を使用して，siRNA の最3 
終濃度が 100nM となるように行った。 4 
PKM2 の安定的な発現抑制には Knockout™ RNAi Systems （Clontech 5 
Laboratories, Inc. Mountain View, CA, USA）を用いた。PKM2 を標的とした6 
2 本鎖 shRNA を作製し，pSIREN-RetroQ ベクターに DNA Ligation Kit7 
（Takara Bio）を用いてライゲーションを行い，組み換えベクターを作成し8 
た。なおコントロールベクターには pSIREN-RetroQ の空ベクターを用いた。 9 
作製したベクターDNA10µg を Opti-MEMⅠ600µl に加えて Plat-A パッケージ10 
ング細胞の培地に滴下しレトロウイルスを生産した。24 時間後に培地を回収し11 
て 0.45µm フィルタでろ過したものを膵臓癌細胞株に滴下し，ピューロマイシ12 
ンにてレトロウイルスが導入された細胞の選別を行った。PKM2 を標的とした13 
si- RNA および sh-RNA の配列は Goldberg ら（2012）19) の報告に従って下14 
記の通りとした。 15 
si27：aggcagaggcugccaucua 16 
si155 gccauaaucguccucacca  17 
si156 ccauaaucguccucaccaa 18 
 19 
定量的リアルタイム RT-PCR による mRNA 量の測定 20 
RNA の抽出 は RNeasy Mini Kit（Qiagen, Tokyo, Japan）により膵臓癌細21 
胞株から抽出した。cDNA の合成は 300-500 ng の RNA を鋳型とし，22 
PrimeScript® 1st strand cDNA Synthesis Kit（TaKaRa Bio, Shiga, Japan）を23 
用いて行った。リアルタイム RT-PCR は LightCycler® 480 probes master kit24 
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（Roche, Basel, Switzerland）, TaqMan probes from Universal Probe Library1 
（Roche）のプローブ（PKM1：#30，PKM2;#70，β-actin：#64），そして下記2 
のPCRプライマーを使用して行った。解析はLightCycler® 480を用いて行い，3 
次のサイクルで行った；1）95 °C 10 分, 2）95 °C10 秒 60 °C 25 秒×45 サイク4 
ル。遺伝子発現量の比較時にはβ-actin を内部標準として定量値補正を行った。 5 
PKM1: cagccaaaggggactatcct  （forward）/ gaggctcgcacaagttcttc  （reverse）,  6 
PKM2: ctatcctctggaggctgtgc  （forward）/ gtggggtcgctggtaatg  （reverse）,  7 
β-actin: ccaaccgcgagaagatga  （forward）/ tccatcacgatgccagtg  （reverse） 8 
 9 
細胞増殖試験 10 
細胞の増殖率は 3-（4, 5-dimethylthiazol-2-yl）-2,5-diphenyltetrazolium 11 
bromide（MTT） アッセイにより測定した。1×103 - 1 × 104 の細胞株を 96 穴12 
プレートに播き，24，48，72，96 時間後に 5 mg/ml の MTT 試薬（Dojindo, 13 
Kumamoto, Japan） を加え 3 時間 37 °C でインキュベートした。その後14 
VersaMax（Molecular Devices, CA, USA）を用いて 570 nm の吸光度で MTT15 
－ホルマザン生成を測定した。 16 
 17 
細胞遊走能 18 
細胞遊走能はスクラッチアッセイにより評価した。6 穴プレート内でコンフル19 
エントになった膵臓癌細胞株に，細胞増殖を抑えるためマイトマイシン C を加20 
え 2 時間インキュベートした。その後，ウェルの中央を P200 ピペットチップに21 
より均一にひっかき，培地を交換，24 時間後にひっかいた空隙に移動した細胞22 
を除いた面積を測定した。 23 
 24 
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ウエスタンブロット法 1 
試料には siRNA（およびコントロール）を導入してから 72 時間後の細胞を用2 
いた。細胞は PBS で 1 度洗浄した後，プロテアーゼおよびホスファターゼイン3 
ヒビターを加えた RIPA バッファーにて溶解した。5 分間超音波処理を行った4 
後，10,000×g で遠心分離し，上清を SDS-ローディングバッファーと混合して5 
100℃5 分加熱したものを SDS-PAGE に用いた。各サンプル 5-10µg を 5-20 % 6 
SDS-ポリアクリルアミドゲル（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）7 
にアプライし，泳動により分離したタンパクはトリスグリシン緩衝液を用いて8 
0.45µmPVDF メンブレン（Millipore, USA）に転写した。5 % 脱脂粉乳および9 
0.1 % Tween 20 含有 TBS（T-TBS）で 1 時間ブロッキングした後，1 次抗体と10 
4℃下で一晩反応させた。反応後，T-TBS で洗浄し，メンブレンを horseradish 11 
peroxidase（HRP）標識 2 次抗体と 1 時間室温で反応させ，Super Signal West 12 
Pico Chemiluminescent Substrate（Thermo Fisher Scientific）により発色さ13 
せたバンドを LAS-4000 mini（Fujifilm, Tokyo）で撮影した。 14 
抗 PKM1，PKM2 抗体は宮城県立がんセンター研究所がん薬物療法研究部の15 
田沼延公研究員より供与頂き、既報 5, 6)と同様の方法で作成された。抗 PKM2 ラ16 
ットモノクローナル抗体（4A2）はウサギ抗体を作った際と同じ抗原ペプチドを17 
用いて当研究室で作製した。抗α-Tubulin 抗体は Santa Cruz Biotechnology18 
（CA，USA）社のものを使用した。1 次抗体および 2 次抗体はすべて 1/1000 に19 
希釈して使用した。 20 
 21 
細胞周期解析 22 
細胞周期の同定は蛍光活性化セルソーティングにより行った。細胞を氷冷23 
70% エタノール溶液に懸濁し，-20 °C 下で一晩固定した。固定細胞は FACS バ24 
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ッファー（PBS, 0.5% BSA, 0.1% NaN3 sodium azide）で 2 回洗浄した後，Ki-1 
67 抗体（1/60，Biolegend）と 1.5 時間室温で反応させた。その後 RNase（20ug/ml）2 
と 1 時間 37°C で反応させ，核染色液 propidium iodide（PI，5 mg/ml）で染色3 
した後 FACS CantoTM II（Becton Dickinson and Company, NJ, USA）にて細4 
胞周期を測定した。 5 
 6 
嫌気性好気解糖の測定 7 
細胞外グルコース量を Glucose Assay Kit（BioVision Technologies, PA, USA）8 
にて測定し，細胞の消費グルコース量を測定した。DMEM（-FBS）で 12 時間9 
細胞をインキュベートした後，グルコースの消費量を VersaMaxPLUS ROM プ10 
レートリーダーにて推奨プロトコル通りに測定した。 11 
 12 
細胞外代謝測定 13 
細胞の代謝状態を測定するため，細胞外フラックスアナライザー （Seahorse 14 
Bioscience, North Billerica, MA, USA）にて酸素消費速度 （OCR: pmoles/ min）15 
と細胞外酸性化速度（ECAR: mpH/min）を測定した。PKM2 ノックダウンおよ16 
びコントロール細胞を専用の 96 穴プレートに播種し，24 時間インキュベート17 
した。解析当日前に GlutaMAXTM  （Thermo Fisher Scientific）を加えた XF18 
培地（Seahorse Bioscience）に交換し，ミトコンドリア呼吸を測定するプレー19 
トにはさらにグルコース 25 mM を加えた。実験前に CO2-free 37°C 条件下で 120 
時間インキュベート後，ミトコンドリア呼吸を測定する XF ミトストレス試験21 
（Seahorse Bioscience, 103015-100） および解糖系代謝を測定する XF 解糖ス22 
トレス試験（Seahorse Bioscience, 103020-100）を行った。両試験は次のよう23 
な試薬濃度の条件で行い，10 分おきに代謝データを記録した。 24 
14 
 
XF ミトストレス試験：3 µM オリゴマイシン A, 3µM FCCP, 2.78 µM アンチマ1 
イシン，2.78 µM ロテノン A 2 
XF 解糖ストレス試験：10 mM グルコース, 3 µM オリゴマイシン A, 100 mM 2-3 
DG 4 
 5 
メタボローム解析 6 
2 × 106の MIAPaCa-2（PKM2 ノックダウンおよびコントロールそれぞれ）7 
から細胞内代謝産物を抽出し，解析を行った。細胞培地を取り除き 5%マンニ8 
トール液で 2 回洗浄後，10 μM 内部標準液（Solution ID: H3304-1002, Human 9 
Metabolome Technologies, Inc., Yamagata, Japan）を含んだ 1300 µl の 60% 10 
メタノールで細胞の酵素反応を止め，セルスクレイパーで回収した。1500 l の11 
アセトニトリルとミリ Q を 1:1 の溶液 （内部標準，メチオニンスルホン 50 M, 12 
CSA50 M）に 50 mg の試料を溶解し，ビーズ式ホモジナイザーprecellys-2413 
（Bertin Technologies, Washington D.C., USA）でホモジナイズ後（5000 rpm，14 
4 ℃30 秒を 2 回）遠心分離した（2300 g ，5 分）。水層部分を 5 kDa カット15 
フィルタ（UFC3LCCNB-HMT; Human Metabolome Technologies Inc., Japan）16 
でろ過し，タンパクを除去した。ろ過した試料は減圧して乾燥させ，ミリ Q に17 
溶解した。抽出代謝産物の測定はキャピラリー電気泳動装置（capillary 18 
electrophoresis：CE）および飛行時間型質量分析装置（performed by capillary 19 
electrophoresis time of flight mass spectrometer：CE-TOF/MS）によって行20 
った。泳動時には電気泳動用のバッファー（Solution ID H3302-1011and 21 
H3302-1021; Human Metabolome Technologies Inc. Japan）に試料を溶解し22 
た。 23 
 24 
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マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析 1 
PKM2 発現抑制株と細胞の遺伝子発現分布の比較には膵臓癌細胞株 3 種2 
（AsPC-1、MIAPaCa-2、PANC-1）を用いた。RNA の抽出は RNeasy Mini Kit3 
（Qiagen）を使用し，マイクロアレイの解析は Agilent Gene Expression 4 
Hybridization Kit（Agilent Technologies, CA, USA）および SurePrint G3 Gene 5 
Expression Microarrays 8 x 60K を使用し，推奨プロトコル通りに行った。RNA6 
の濃縮と純度の測定は分光測定器  （Nanodrop ND-1000，Thermo Fisher 7 
Scientific）にて行った。ハイブリダイゼーション後のシグナル強度の検出には8 
Agilent Feature Extraction Softoware（Agilent Technologies），データの標準9 
化には GeneSpring（Agilent Technologies）を使用した。 10 
 11 
Gene set enrichment analysis（GSEA）解析 12 
GSEA 解析は Broad Institute platform により行った。PKM2 の発現の有無13 
と関連の強い遺伝子群は1,000 回パーミュテーションテストを行った後に false 14 
discovery rate  （FDR） < 0.25％のものを有意差があるものとした。 15 
 16 
Gene Expression Omnibus（GEO）解析  17 
膵臓癌組織の PKM の発現の有無を Gene Expression Omnibus  （GEO, 18 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）  で公開されている遺伝子データセット19 
（GDS4336 ，GDS4103）を用いて解析した。 20 
 21 
異種移植腫瘍形成能 22 
10 週齢のメス NOD/Shi-scid-IL2Rγnull  （NOG） マウス（n=5）を用いて，23 
異種移植試験を行った。マウスの飼育はいずれも空調・湿度・光が適切に管理さ24 
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れた実験動物用クリーンルーム（宮城県立がんセンター）にて行われ，給餌は制1 
限なく与えた。実験はすべて同施設の動物福祉委員会の承認のもと行われた。腫2 
瘍の移植は 1 × 104-105 の膵臓癌細胞（AsPC-1, PANC-1, MIAPaCa-2）を 100 3 
µl の PBS に懸濁したものを皮下注射した。腫瘍体積は 1 週間に 1 度 9 週間計4 
測した。腫瘍体積は次の式により算出した；  （[長径] + [短径]2）×1/2。 5 
 6 
活性酸素測定 7 
膵臓癌細胞の活性酸素（ROS）を測定するため，細胞の過酸化水素 （H2O2）8 
の生成量を ROS-Glo™ H2O2 Assay（PROMEGA, WI, USA）にて，蛍光シグナ9 
ルの検出はルミノメーターを用い測定した。 10 
 11 
統計学的解析 12 
2 群間の比較には t 検定，3 群以上の有意差検定には分散分析を行った。95% 13 
信頼区間において p＜0.05 のものを統計的に有意差があるとした。すべての統14 
計解析は Graphpad Prism 6.0（Graphpad Software Inc, San Diego, CA, USA）15 
を用いて行った。 16 
  17 
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結果 1 
膵臓癌組織および細胞株における PKM2 の高発現 2 
はじめに，PKM2 が膵臓癌組織で発現しているかどうかを調べるため，GEO3 
のデータセットから膵臓癌組織の遺伝子発現解析を行った（図 1A-B）。その結4 
果，膵臓癌組織においては非癌部に比べて有意に PKM が高発現していること5 
が明らかとなった（P<0.01）が，解析に使用したデータセットでは PKM1 およ6 
び PKM2 両遺伝子に共通する配列に対してプローブが設計されていたため，7 
PKM2 そのものの発現までは明らかにできなかった。そこで我々は膵臓癌組織8 
での PKM1 および PKM2 の発現を調べるため，マイクロダイセクションによ9 
って切り取った膵臓組織から RNA を抽出し（図 1C），PKM1 および PKM2 そ10 
れぞれに特異的なプローブを用いてリアルタイム RT-PCR を行った。図 1D に11 
示す通り，癌部における PKM2 の発現は PKM1 に比べ高発現しており、正常膵12 
管部においては PKM の発現に差は見られなかった（P<0.01）。一方で，PKM113 
の発現は癌部と非癌部で差は見られなかった。膵臓癌細胞株においても PKM114 
に比べ、PKM2 が高発現していた （図 1E）。以上から，膵臓癌においては，15 
PKM2 が高発現していることが明らかとなった。  16 
 17 
細胞増殖，細胞移動能，および腫瘍形成の変化 18 
膵臓癌における PKM2 の役割を明らかにするため，膵臓癌細胞株に si-RNA19 
または sh-RNA を導入し，PKM2 発現抑制株を作製して実験を行った。PKM220 
の発現抑制効果はウエスタンブロットにて確認した（図 2A）。PKM2 をノック21 
ダウンすると細胞増殖と細胞遊走能が抑制されることが示された（図 2B-D）。22 
さらに PKM2 抑制株を NOG マウスに皮下注射すると，明らかに造腫瘍能が低23 
下した（図 2E-F）。以上から PKM2 は細胞増殖，細胞移動能および造腫瘍能を24 
増進させることが示された。なお低酸素濃度下における細胞増殖能は通常酸素25 
18 
 
濃度下と同様の増殖を示し、嫌気条件は増殖に影響を与えなかった。 1 
 2 
細胞周期誘導遺伝子の発現低下と細胞周期の阻害 3 
PKM2 と膵癌の進展をより詳細に調べるため、PKM2 発現抑制による発現遺4 
伝子の変化をマイクロアレイにて解析した。PKM2 の機能を類推するため，5 
GSEA を用いて PKM2 の発現に関連する遺伝子群の解析を行った。その結果，6 
PKM2 の発現が 146 つの遺伝子セットと優位に相関があることが示された（p < 7 
1%，FDR< 25%）。中でも細胞周期関連遺伝子群はコントロール細胞において上8 
昇し，PKM2 抑制細胞では発現が低下することが示された （Figs. 3A-D）。特9 
に MCM2-6（G1 期にて DNA の 2 重らせん構造を巻き戻すヘリカーゼ；Mcm2-10 
7 複合体を形成する Mcm2-7 をコード 20) 21)）の発現は PKM2 抑制により減少11 
し、また DNA 複製の制御にかかわる ORC1 および ORC6  （G1 期に複製起12 
点に結合するorigin recognition complex  （ORC）の構成タンパク質をコード）13 
も発現が低下していたことが注目された（図 3E）。この遺伝子変動と一致して，14 
PKM2抑制細胞ではG0/G1期の細胞数の割合がコントロール細胞に比べ高いこ15 
と示された（図 3F）。 16 
 17 
解糖系の亢進と代謝産物の変化 18 
PKM2 の発現抑制が糖代謝に影響を及ぼしているかどうかを調べるため，ま19 
ず膵臓癌細胞のグルコース消費量を計測した。その結果 PKM2 抑制細胞にてグ20 
ルコース消費量が有意に減少していることがわかった  （図 4A）。そこで PKM2 21 
の発現と代謝の変化をより詳細に調べるため，細胞外フラックスアナライザー22 
にて酸化的リン酸化の指標となる酸素消費速度（OCR） と解糖系代謝の指標と23 
なる細胞外酸性化速度 （ECAR）を測定した。PKM2 ノックダウンにより ECAR24 
は減少し，OCR に変化は見られなかった （図 4B）。これに伴い OCR/ECAR 比25 
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は PKM2 発現抑制株で増加傾向がみられたことから PKM2 抑制株におけるエ1 
ネルギー生産は酸化的リン酸化が優位になることが示唆された。 2 
さらに我々は細胞株の中でも PKM2 ノックダウンによって細胞増殖能に最も3 
顕著な差が見られた（図 2B）MIAPaCa-2 を用いて、PKM2 発現抑制株とコン4 
トロール細胞株それぞれの細胞内代謝産物についても解析した（Figs. 5A）。5 
PKM2 発現抑制によりいくつかの代謝産物が減少し，とりわけ PKM2 の触媒に6 
より生成されるピルビン酸とポリアミンの一種であるスペルミンの減少が顕著7 
であった（図 5B-C）。スペルミンの減少と関連するように、スペルミンの前駆8 
体スペルミジンの合成に関わるスペルミジンシンテターゼ（SRM）が減少、ス9 
ペルミンの分解に関わるスペルミジン/スペルミン N1‐アセチルトランスフェ10 
ラーゼ 1（SAT1）の発現上昇がマイクロアレイの結果から確認された（図 6）。11 
PKM2 の発現は ATP 生産量には影響を与えなかった（図 5A）。以上の結果か12 
ら PKM2 は解糖系代謝の維持に重要な役割を担っていることが示された。 13 
 14 
PKM2 発現抑制と ROS 生産 15 
PKM2 の発現と酸化ストレスとの関係を調べるため，膵臓癌細胞株の ROS 濃16 
度を測定した。結果，PKM2 発現抑制株において ROS 濃度が大きく上昇するこ17 
とが示された（図 7A）。マイクロアレイの結果から PKM2 抑制により HIF-1 の18 
発現が減少する傾向が見られた（図 7B、p=0.0607）。以上から PKM2 は細胞内19 
ROS の抑制に寄与していることが示唆された。 20 
  21 
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考察 1 
本研究では PKM2 の膵臓癌の進展・維持および代謝への関与を詳細に検討し2 
た。その結果以下の知見が明らかとなった：1．正常膵臓組織に比べ，膵臓癌組3 
織では PKM2 が高発現していた；2. PKM2 の発現抑制により細胞増殖能，細胞4 
移動能，造腫瘍能が低下した；3．PKM2 の抑制により細胞周期の G1 から S 期5 
への移行を誘導する遺伝子の発現が低下し，細胞周期が G1 で停止していること6 
が示された； 4． PKM2 の発現抑制により，グルコース消費およびピルビン酸7 
生産が減退し，ワーブルグ効果の抑制がみられた；5． PKM2 発現抑制により8 
スペルミン生産量の減少がみられた；6．PKM2 発現抑制により ROS 濃度が上9 
昇していた。 10 
癌の代謝を研究した過去の成果によれば，PKM2 の発現が主にワーブルグ効11 
果を亢進させ，結果，がんを進展させることが示唆されている 6, 13, 22)。膵臓癌に12 
おける PKM2 の発現は患者の生存率とも関与しており 17), また PKM2 の発現13 
を抑制すると，ワーブルグ効果が変化し，細胞生存率や細胞遊走能も抑制される14 
ことが示されている 14)。 本研究でも同様の結果が得られたことから，PKM2 は15 
ワーブルグ効果を促進して膵臓癌の進展に貢献していることを強く示唆してい16 
る。 17 
本研究では，膵臓癌における PKM2 の発現とその役割を再認識するとともに，18 
より詳細な代謝解析を行うことで，PKM2 抑制によりスペルミンという物質の19 
細胞内量が著しく低下することを新たに示した。スペルミンは細胞増殖に欠か20 
せないポリアミンの一種で，DNA のらせん構造の安定化に関与している 23-25)。21 
細胞内のポリアミン量は高度に調整されており，細胞内濃度が適切に維持され22 
ないと様々な病気を引き起こし，脳腫瘍，大腸がん，前立腺がん皮膚がんなどの23 
進展にも影響しているとの報告がある 26)。皮膚がんにおいてはポリアミンが減24 
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少すると癌の進行抑制 27)，脳腫瘍では転移抑制がみられている 28)。膵臓癌患者1 
のスペルミンが尿で高く検出されたという報告もある 29)。我々の実験において2 
スペルミンは PKM2 抑制株において顕著な減少が見られた。さらにマイクロア3 
レイの結果から、スペルミンの前駆体スペルミジンの合成に関わるスペルミジ4 
ンシンテターゼ（SRM）が減少、スペルミンの分解に関わるスペルミジン/スペ5 
ルミン N1‐アセチルトランスフェラーゼ 1（SAT1）の発現上昇が確認された。6 
このことから PKM2 はスペルミン生産を介し，膵臓癌細胞の増殖および細胞遊7 
走に寄与している可能性が示唆された。一方，スペルミンを添加した培地で8 
PKM2 抑制株の細胞増殖能や細胞移動能を解析したところ，変化は見られなか9 
った。細胞内のスペルミンは酸化ストレスの程度によって細胞内濃度が調整さ10 
れる 30)ことから，培地への添加だけでは細胞内に取り込まれなかった可能性も11 
ある。スペルミンと細胞増殖の関係は今後詳細な検討が必要である。 12 
PKM2 はピルビン酸キナーゼとしての機能以外にも，プロテインキナーゼや13 
転写因子としての役割も示唆されている 8, 13)。本研究では，PKM2 の発現が細14 
胞周期の移行を誘導する遺伝子発現に関与し，PKM2 抑制膵癌細胞では細胞周15 
期が G1 期で停止している細胞が多いことが推定された。脳腫瘍細胞や子宮頸が16 
ん細胞では PKM2 が cyclin D1 と c-Myc の発現 15)や染色体分離 16)を制御する17 
ことで，G1-S 期への細胞周期の移行を誘引し、腫瘍形成を促進することが報告18 
されている。本実験では既報遺伝子については発現の変化は認められなかった19 
が、PKM2 の発現低下と共に多くの細胞周期移行に関与する遺伝子群に変動が20 
あったことから、膵臓癌においても PKM2 のプロテインキナーゼとしての機能21 
を考慮する必要がある。 22 
加えて，本研究では PKM2 発現抑制により細胞内 ROS レベルの上昇も確認23 
された。通常細胞では、ROS の上昇は酸化ストレスの原因となり，過剰な ROS24 
22 
 
の上昇は細胞周期の進行が抑制され細胞死が誘導される 31, 32)。一方、がんにお1 
いては腫瘍形成促進と転移に影響し 33, 34)、がん幹細胞では正常細胞よりも ROS2 
の濃度を低く維持し，癌の維持に寄与することが示されている 35)。今回 PKM23 
抑制とともにわずかに減少の傾向が見られた HIF-1 は標的遺伝子の転写調整に4 
より ROS の発生を抑制する 36) 37)。他方、PKM2 は低酸素下において核内移行5 
し、HIF-1 の転写促進や HIF-1 の共活性化因子として標的遺伝子の転写調整に6 
寄与する 11)。このことから PKM2 抑制にともなう細胞内 ROS の上昇は PKM27 
を介した HIF1 発現の低下による可能性が考えられる。PKM2 の核内移行、HIF-8 
1 の標的遺伝子の変化については本研究では検証ができなかったが、今後詳細を9 
調べることで、PKM2 を介した ROS の制御についても明らかになると思われ10 
る。 11 
癌特異的な代謝は癌の維持・進展に関わるエネルギー・代謝産物の生産に重要12 
な役割を果たすことから，近年癌治療の有力なターゲットとして注目されてい13 
る 38)。PKM2 は癌特異的な代謝を制御する分子の一つである。PKM2 は肺癌・14 
乳癌・大腸癌など多くの癌種において高発現しており、発現抑制による増殖能の15 
低下・代謝変化・細胞周期停止が報告されている 5, 6) 39)。我々は膵臓癌において、16 
PKM2 が代謝を変動させることで細胞増殖能を中心とした癌進展機構に大きく17 
関与していることを明らかにした。従って、PKM2 の増殖進展制御機構は癌種18 
を問わず認められる可能性が高い。一方、PKM2 抑制によるスペルミン生産の19 
低下と関連遺伝子の変化については、他癌種において報告はない。これは膵臓癌20 
特異的な現象としてきわめて興味深く、今後詳細な検討が必要とされる。肺癌細21 
胞においては、PKM2 に対する siRNA によって、アポトーシス誘導や抗がん剤22 
感受性を高め抗腫瘍効果を生じる 40, 41)検討がなされており、膵臓癌においても23 
PKM2 が治療標的となりうると考えられた。 24 
23 
 
一方、本研究では幾つかの実験において十分な検証を行うことができなかっ1 
た。1 つは PKM2 ノックインによる細胞増殖能などの検証で、未検証の理由と2 
して所有している膵臓癌細胞株や膵臓細胞株はいずれも PKM2 が高発現してい3 
たこと、そして PKM2 ノックダウン細胞の極端な増殖低下のため、PKM2 ノッ4 
クインの処理を施せなかったことが挙げられる。PKM2 の機能をより正確にと5 
らえるためには、PKM2 低発現細胞株に PKM2 を発現誘導するなどして、PKM26 
の効果を捉える必要がある。もう 1 つは、今回明らかとなった代謝産物や遺伝7 
子発現の変化が，PKM2 抑制により生じた代謝の変化によるものなのか，PKM28 
の転写因子のとしての働きによるものかについて明らかにしきれなかった点で9 
ある。PKM2 ひいては代謝を膵臓癌治療のターゲットとするには，今後より詳10 
細な解析を進め，代謝の面からの膵臓癌発生・進展の機序を明らかにしていく必11 
要がある。 12 
 13 
結論 14 
PKM2 は，膵臓癌の進展，および癌の維持に必要な代謝機構に重要な役割を15 
担い，膵臓癌治療の一助となりうると考えられた。 16 
  17 
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図説明 1 
 2 
図 1  膵臓癌組織と細胞株における PKM2 の発現 3 
A-B 正常組織に比べ膵臓癌組織において PKM が高く発現していた。解析した4 
元データは Gene Expression Omnibus（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/） よ5 
り入手し，GDS4336（n=45）および GDS4103（n=39）のデータを使用した。 6 
C. 膵臓癌のパラフィン切片から，microdissection により癌部および非癌部を切7 
り出し，RNA を抽出した。それぞれ切り出した箇所は膵臓癌組織；赤ライン、8 
正常膵管組織（非癌部）；青で示した。 9 
D. PKM2 の発現は非癌部（n=5）にくらべ膵臓癌部（n=10）で有意に高いこと10 
が示された。PKM1 は癌部と非癌部で発現に変化は見られなかった。 11 
E. 膵臓癌細胞株 4 種においては，いずれも PKM1 よりも PKM2 の発現が高か12 
った。PKM1 および PKM2 の発現は定量的リアルタイム RT-PCR により解析13 
し、内部標準にはβ-Actin を使用した。 14 
 15 
図 2 PKM2 発現抑制による細胞増殖能，細胞移動能，造腫瘍能の変化 16 
A. PKM2 ノックダウンによる PKM2 タンパクの増減。膵臓癌細胞株に 3 種類17 
の siRNA を導入し，いずれも PKM2 の発現が抑制された。PKM2 の発現はウ18 
エスタンブロット法にて確認した。siRNA の最終濃度は 100 nM とした。ネガ19 
ティブコントロールにはユニバーサルネガティブコントロールを使用した。 20 
B. 膵臓癌細胞株の増殖能の変化。PKM2 発現抑制により膵臓癌細胞の増殖は有21 
意に減少した。細胞増殖能は MTT アッセイにより測定した。**= P<0.01 22 
C-D. 膵臓癌細胞株の移動能の変化。細胞移動能は PKM2 抑制株において有意23 
に減少した。細胞移動能は 0 時間と 24 時間後のスクラッチした面積を比較する24 
スクラッチアッセイにて測定した。 25 
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E. マウス皮下移植による造腫瘍能の変化。PKM2 発現抑制株において，造腫瘍1 
能は有意に減少した。膵臓癌細胞株のコントロール株および PKM2 発現抑制細2 
胞株を 10^5-6 ずつ皮下注射により移植し，週 1 回形成された皮下腫瘍の有無を3 
確認した（n=5）。*= P<0.05, **= P<0.01. 4 
F. MIAPaCa-2 を皮下移植してから 9 週間後の腫瘍形成の様子。左側がコント5 
ロール細胞，右側に PKM2-KD 細胞を 10^6 ずつ皮下移植した。PKM2 抑制細6 
胞株はコントロール細胞にくらべ皮下腫瘍形成が小さいことがわかる。 7 
 8 
図 3 PKM2 発現抑制による細胞周期誘導遺伝子発現と細胞周期の変化 9 
A-D. マイクロアレイのデータを GSEA にて解析し，PKM2 の発現と関連のあ10 
る遺伝子群を解析した。バーコード線一つ一つは 1 遺伝子に該当し，赤と青は11 
それぞれ PKM2 の発現と正の相関，負の相関を示す。各グラフは S 期移行関連12 
遺伝子群（A）, M-G1 移行関連遺伝子群(B)，DNA 複製遺伝子群（C），有糸分13 
裂関連遺伝子群（D）と PKM2 の関連を示している。NES=normalized 14 
enrichment score；FDR= false discovery rate。 15 
E. PKM2 発現抑制による変動遺伝子一覧（S 期移行関連遺伝子群；図 3A）。16 
PKM2 発現抑制により細胞周期移行関連遺伝子（MCM、ORC など）の発現が17 
低下した。 18 
F. PKM2 発現抑制による細胞周期の変化。G0/G1 期の細胞数増加が観察された。19 
細胞周期は FACS にて解析した。 20 
 21 
図 4 PKM2 発現抑制と代謝の変化 22 
A. グルコース消費量は PKM2 発現抑制株において有意に減少した。 23 
B. ECAR および OCR/ECAR は PKM2 発現抑制により減少した。エネルギー代24 
謝の測定は細胞外フラックスアナライザーにより解析した。 *P<0.05, **P<0.01 25 
27 
 
 1 
図 5 メタボローム解析による細胞内代謝産物の変化 2 
A. 膵臓癌細胞株 MIAPaCa-2 の代謝産物の変化。一部の細胞内代謝産物量は3 
PKM2 発現抑制により減少傾向を示した。培地交換から 24 時間後の細胞を解析4 
サンプルとし， CE-TOF/MS により細胞内代謝産物を解析した。 5 
B. 解糖系代謝の代謝産物量の変化。3-ホスホグリセリン酸（3-GP ）およびホ6 
スホエノールピルビン酸（PEP）はコントロール株で減少，ピルビン酸は PKM27 
抑制株で有意に減少した。 8 
C. ポリアミン・オルニチン代謝の代謝産物量の変化。スペルミンの生産量が9 
PKM2 抑制株で有意に減少した。 10 
 11 
図 6  スペルミン代謝に関わる遺伝子発現の変化 12 
PKM2 発現抑制により，スペルミン生成に関わるスペルミジンシンテターゼ13 
（SRM）の発現が減少（A）し、スペルミン分解に関わるスペルミジン/スペル14 
ミン N1‐アセチルトランスフェラーゼ 1（SAT1）の発現上昇が確認された。い15 
ずれもデータはマイクロアレイの結果より算出した。 16 
 17 
 18 
図 7 PKM2 発現抑制による ROS 濃度の変化 19 
A. PKM2 発現抑制により，ROS 濃度は有意に上昇した。ROS の測定は細胞の20 
過酸化水素（H2O2）濃度を計測した。 21 
B. PKM2 発現抑制により，低酸素誘導因子 HIF-1αが減少傾向を示した。 22 
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